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摘 要 : 准确 获取 作物 冠 层 生化 信息 对 监测 作物 生长 和 指导 精准 施肥 具有 重要 意义 。 现 有 的 作物 生化 参数 
站 
油菜 苗 期 冠 层 内 的 叶绿素 、 类 胡萝卜 素 、 干 物质 和 水 分 等 生化 参数 的 垂直 分 布 变 化 特性 ， 同 时 利用 快速 叶 
PeASOLICR ME TOFD te, JERRI AAEREN FS eC 
数 的 内 在 联系 。 试 验 结果 表明 : (1) 茵 期 中 期 油菜 冠 层 的 叶绿素 含量 、 类 胡 葛 卜 素 含量 、 干 物质 和 水 分 含 
B19 SAAN LSE aE AAR, MIRESE MIRON HLL SILMe (LOK AOE 分 布 模 
式 ， 其 随 着 叶 位 升 高 和 施 氮 量 的 增加 逐渐 下 降 ， 与 推动 力 DF，、 电子 链 末 端 量子 产 额 ww 等 荧光 参 
分 布 模式 相同 ; (2) 荧光 参数 ， 特 别 是 DF,,,， 对 油菜 叶片 叶绿素 与 类 胡萝卜 的 比值 、 叶 绿 素 和 干 物质 含 
具有 较 强 的 评估 能 力 ; (3) WAS ee ii e 
Ko, 等 荧光 参数 可 对 氨 素 胁迫 进行 诊断 ， 而 不 同 叶 位 叶片 在 PSI 性 能 即 电子 未 端 传递 效率 上 具有 显 差异 ， 
通过 DF;,,, 可 有 效 表征 冠 层 生化 参数 的 垂直 异 质 性 。 上 述 结果 表明 ， 应 用 快速 叶绿素 荧光 技术 对 作物 进行 9 
化 信息 的 垂直 异 质 性 监测 具有 可 行 性 ， 可 为 指导 精准 施肥 和 提高 优质 优 产 提 供 新 思路 和 技术 支撑 。 
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ee | (例如 色素 、 干 物质 、 水 分 等 ) 的 快速 获取 对 于 
优良 品质 选 育 、 提 高 作物 品质 和 产量 具有 重要 意 
油菜 是 世界 上 仅 次 于 大 豆 的 第 二 大 油料 作 。 义 。 而 叶片 生化 特性 在 冠 层 内 往往 呈现 显著 的 非 


物 ， 在 全 球 石油 资源 替代 、 动 物 饲料 和 生物 燃料 “均匀 垂直 分 布 ， 例 如 ， 光 合作 用 较为 活跃 的 上 层 
供应 中 发 挥 着 重要 作用 "。 油 菜 生化 表 型 信息 ”叶片 中 的 氮 浓 度 往往 较 高 ”。 作 物 冠 层 内 的 这 
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种 空间 异 质 性 可 以 被 视 为 一 种 在 有 限 的 营养 资源 
和 变化 环境 条 件 中 不 断 进行 叶片 之 间 的 调整 分 
配 ， 以 最 大 限度 地 提高 冠 层 光合 速率 的 适应 性 策 
略 ““ 。 因 此 ， 有 必要 对 作物 冠 层 内 生化 组 分 信 
息 的 垂直 异 质 性 进行 定量 研究 与 分 析 ， 为 实施 油 
菜 生长 信息 动态 监测 和 精准 科学 施肥 提供 有 效 的 
理论 方法 和 技术 文 撑 。 

目前 ， 对 于 作物 生化 组 分 垂直 分 布 的 研究 以 
高 光谱 遥感 评估 作物 的 氮 素 垂直 分 布 为 主 ， 通 过 
统计 模型 建立 冠 层 光谱 与 各 个 垂直 层 氮 素 的 联 
系 。 然 而 ， 基 于 反射 率 的 监测 方法 往往 包含 
了 来 自 植物 和 土壤 的 混合 信号 ， 降 低 了 反 演 的 准 
确 性 和 稳健 性 ， 且 与 作物 光合 作用 等 生理 机 制 的 
联系 并 不 是 很 清楚 ”"。 此 外 ， 对 于 光合 色素 等 


来 指导 作物 生长 过 程 中 的 施肥 。 菊 光 参 数 会 受 氮 
素 等 营养 元 素 供应 的 显著 影响 ， 随 着 施 氮 量 增 
加 ， 7k AB PSE SG E54 YER (Non-Photochemical 
Quenching, NPQ) 也 会 增加 一， 而 在 棉花 中 过 
量 施 氨 则 使 作物 最 大 光化学 效率 (F,/F,) 和 电 
子 传递 速率 (Electron Transport Rate, ETR) 等 
De PRE. Wee, ZEST WA DE IES 
在 不 同 叶 层 观 测 到 PSI 活 性 和 能 量 利用 效率 的 显 
著 差 异 “” ， 说 明了 叶绿素 荧光 响应 在 对 作物 光 
合生 理 表征 ， 特 别 是 垂直 异 质 性 表征 的 敏感 性 和 
巨大 洪 能 。 而 目前 对 于 作物 冠 层 内 效 光 参数 的 垂 
直 异 质 性 的 研究 还 较 少 。 因 此 ， 利 用 叶绿素 荧光 
技术 探索 作物 冠 层 内 普 光 参数 的 垂直 异 质 性 以 及 


与 植物 光合 生理 联系 十 分 紧密 的 生化 组 分 的 垂直 
分 布 研究 相对 较 少 ， 无 法 满足 田间 作物 优良 品质 
选 育 和 关键 生育 期 施 氮 管理 等 依赖 高 通 量 表 型 信 
息 获 取 的 要 求 。 

在 植物 光合 作用 中 ， 叶 绿 素 分 子 吸 收 的 能 量 
一 般 有 三 种 转化 形式 : 光化学 、 热 耗 散 和 叶绿素 
荧光 汪 。 也 就 是 说 ， 未 被 光化学 反应 消耗 或 转 
化 为 热量 的 剩余 光 能 则 以 荣光 的 形式 从 植物 中 辐 
射出 来 。 而 植物 衰老 或 逆境 胁迫 、 高 温 低温 、 盐 
胁迫 以 及 干旱 等 都 会 引起 这 三 种 能 量 发 生变 
化 下 。 因 此 ,通过 叶绿素 荧光 的 变化 可 以 探测 
到 植物 叶片 生理 状态 的 变化 ， 如 光 能 的 吸收 与 转 
换 、 反 应 中 心 的 状态 、 过 剩 光 能 及 其 耗 散 、 光 系 
4611 (Photosystem II, PSII) 供 体 侧 和 受 体 的 活 
性 、 光 合作 用 交 抑 制 与 光 破坏 等 "* 1。 

与 传统 的 气体 交换 测量 方法 相 比 ， 叶 绿 素 交 
光 技 术 已 经 成 为 一 种 了 解 光 合 功 能 、 生 理 特性 的 
时 空 动态 变化 更 有 效 、 便 捷 且 高 通 量 的 方法 。 其 
优势 主要 在 于 荧光 信和 号 只 来 自 于 植物 本 身 ， 因 此 


可 以 有 效 避 免 来 自 于 土壤 等 其 他 信和 号 的 干扰 ， 从 
而 直接 反映 植物 最 真实 的 生理 状态 。 除 了 植物 逆 


境 生 理 啊 应 的 检测 外 ， 已 有 许多 人 研究 将 叶绿素 欧 
光 应 用 于 分 析 作 物 叶 绿 素 含 量 、 氮 营养 指数 
(Nitrogen Nutrient Index, NNI) 等 生理 生态 指标 


与 生化 信息 的 关系 ， 并 作为 一 种 评价 作物 生化 参 
数 的 替代 方法 具有 非常 大 的 前 景 。 

本 研究 主要 用 分 光 光 度 计 测定 并 分 析 了 油菜 
苗 期 冠 层 叶 绿 素 、 类 妆 葛 下 素 、 干 物质 和 水 分 等 
生化 参数 的 垂直 分 布 变化 特性 ， 同 时 利用 快速 叶 
绿 素 获 光 技 术 探究 了 冠 层 内 光合 生理 特性 的 垂直 
异 质 性 ， 训 析 了 荧光 响应 与 生化 参数 的 内 在 联系 
与 生理 机 制 ， 最 终 确 定 了 最 适宜 表征 油菜 生化 信 
BIR ICB 


2 材料 与 方法 


2.1 试验 设计 

本 研究 的 试验 对 象 为 甘蓝 型 油菜 品种 浙 双 
758 (Brassica napus L.)， 于 浙江 大 学 紫金 港 校 
区 农业 试验 站 试验 田 供 试 土壤 设置 3 个 氮 素 水 
平 ， 分 别 为 不 施 氮 (NO，0 kg Nha) 、 正 常 施 氮 
(N1, 215kgN/ha) 和 过 量 施 氮 (N2, 430kgN/ha)， 
BY NO:N1:N2= 0:1:2。 氮 肥 以 3:1:2 的 比例 分 别 施 
于 油菜 移 栽 前 、 苗 期 初期 和 昔 昔 期， 磷肥 和 钾肥 
则 均 作 基肥 施用 。 试 验 田 采 用 随机 区 组 排列 ， 每 
个 氮 素 水 平 3 个 重复 ， 共 9 个 小 区 。 小 区 面积 ; 
6.6m (5.5 mx1.2 m)， 每 个 小 区 南北 和 东西 方 
向 各 设置 宽 0.4 m 的 保护 道 。 油 菜 于 2019 年 11 月 
IR, IF 202004F1A6 A (AH) 
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42 
进行 。 用 鲜 重 减 去 干 重 计算 得 到 水 分 含量 。 
2.2 数据 获取 2.3 研究 方法 


2.2.1 快速 叶绿素 荧光 数据 采集 

在 每 个 须 素 水 平 的 3 个 小 区 内 ， 随 机 选取 3 
个 长 势 相 近 且 良好 的 油菜 样本 ， 沿 主 荃 自 下 而 上 
的 底 1 叶 、 底 2 叶 、 底 3 叶 、 底 4 叶 、 底 5 叶 、 底 
6 叶 和 底 7 叶 分 别 标记 为 Ll、L2、L3、L4、L5、 
L6 和 L7， 并 根据 所 在 垂直 空间 的 相对 位 置 划 分 
为 基 叶 (LI、L2) 、 中 叶 (L3~L5) 和 项 叶 
(L6、L7)。 试 验 时 选取 每 个 叶片 叶脉 右 侧 中 上 
部 区 域 的 点 作为 采样 点 。 在 田间 采用 叶片 夹 ( 直 
径 4mm) 对 叶片 相应 的 采样 点 进行 20 min 的 瞳 
适应 处 理 后 ， 利 用 植物 效率 分 析 仪 Handy-PEA 
(Handy Plant Efficiency Analyzer, Hansatech In- 
struments Ltd., UK) 进行 快速 叶绿素 灾 光 诱导 
动力 学 曲线 的 测量 。 
2.2.2 ”生化 参数 测定 

完成 田间 数据 测量 后 ， 采 集 油菜 各 个 叶 位 的 
叶片 样本 ， 在 实验 室 对 每 个 叶 位 的 采样 点 用 直径 
0.85 cm ÅJ FT FL Aè FI FLER m MEE, JEH 1.8 mL 
95% 的 乙醇 在 黑暗 环境 中 浸泡 24 h， 用 分 光 光 度 
计 (Epoch, BioTek Instruments, Winooski, 
USA) 测定 色素 含量 (叶绿素 a、 叶 绿 素 b 和 类 
胡萝卜 素 含量 )。 随 后 将 完成 色素 测定 的 样本 置 
于 60 °C 的 烘箱 中 烘 干 至 恒 重 并 称 量 其 干 重 ,， 并 


2.3.1 OJIP 曲线 及 JIP- 测 定 参 数 

绿色 植物 或 含有 叶绿素 的 部 分 组 织 进 行 一 段 
时 间 的 上 暗 适应 处 理 ， 被 突然 暴露 在 可 见 光 下 便 会 
发 出 一 种 强度 不 断 变 化 的 暗 红 色 菊 光 信 号 ， 也 称 
为 Kautsky 效 应 史 。 这 期 间 ， 奖 光 信 号 先 上 升 ， 
后 下 降 。 将 其 刚 暴露 在 兴 下 时 的 最 低 区 光 定 义 
AOR, 最 高 峰 定 义 为 PP 点， 中 间 分 别 有 J 点 
(2ms) 和 I 点 (30 ms) 两 次 阶 跃 ,快速 叶绿素 
荧光 诱导 动力 学 (OJIP) 曲线 指 的 就 是 荧光 从 O 
点 到 P 了 点 的 变化 过 程 2 2 。 

OJIP 曲线 形态 的 变化 反映 了 植物 叶片 PSI 
的 光合 原初 反应 电子 传递 链 以 及 光合 机 构 的 结构 
和 状态 的 变化 ， 通 过 JIP- 测 定 的 方法 可 以 对 该 变 
化 进行 定量 分 析 和 生理 解释 。 其 理论 基础 是 生物 
膜 能 量 流动 模型 ， 天 线 色素 将 小 部 分 吸收 (Ab- 
sorption, ABS) 能 转化 为 热 和 获 光 ， 其 余部 分 
则 被 反应 中 心 (Reaction Center, RC) 所 捕获 
(Trapping，TR)， 并 将 处 于 氧化 态 的 初级 电子 受 
体 Q.\ 激 发 还 原 为 Qv， 继 续 往 下 进行 电子 传递 
(Electron Transfer，ET) ， 从 而 形成 电子 传递 
链 " 淖 。 以 此 过 程 为 基础 推算 出 一 系列 叶绿素 这 
光 参 数 的 数据 处 理 方法 即 为 JIP- 测 定 方法 ， 具 体 
的 计算 公式 和 参数 含义 如 表 1 所 示 "1。 


表 1 基于 OJIP 快 速 叶绿素 荧光 诱导 动力 学 曲线 的 JIP- 测 定 参数 
Table 1 Formulae and glossary of terms used in the JIP-test (analysis of the O-J-I-P transient) 


参数 类 别 参数 及 公式 描述 
F, 暗 适 应 后 照 光 t 时 间 时 的 荧光 强度 
F=F,,. (1) 在 O-J-LP 荧 光 诱 导 曲 线 J 点 处 (2 ms) 的 荧光 强度 
从 OJIP 曲 线 上 直 fis Peo ms (2) 在 O-J-IP 荧 光 诱 导 曲 线 I 点 处 (30 ms) 的 荧光 强度 


接 获得 的 参数 F 


在 O-J-LP 荧 光 诱 导 曲 线 的 最 大 荧光 处 (P 点 ) 的 荧光 强度 


从 上 暗 适 应 后 照 光 到 到 达 最 大 荧光 所 需 时 间 

Area O-JJIP 艾 光 诱导 有 曲线, 艾 光 强 度 记 Fy 及 y 轴 之 间 的 面积 

F y= Fou ËF = Fo ys (3)” 当 所 有 反应 中 心 完全 开放 时 的 荧光 , 即 暗 适应 后 的 最 小 艾 光 强度 
从 直接 获得 的 参数 Fu= Fp (4) “ 当 所 有 反应 中 心 完全 开放 时 的 荧光 , 即 暗 适应 后 的 最 大 荧光 强度 
导出 的 其 他 参数 F =F,- F, (5) 在 t 时 的 可 变 荧 光 强度 


Fy =Fy - F, ( 


最 大 可 变 荧光 
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续 表 1 
参数 类 别 参数 及 公式 描述 
da (7 标准 化 后 的 O-J-ILP 荧 光 诱 导 曲 线 .荧光 强度 f=FV 及 y 轴 之 间 的 
面积 
M5 4l Fous Fo) / (Fu Fp) (8) ”相对 荧光 的 初始 斜率 
V=(F,- F,)/(Fu - Fo) (9) 1 时刻 相对 可 变 荧光 
V,=(F,- Fy)/(Fy - Fy) (10) J 点 相对 可 变 荧光 
N= S Mo* (1/V,) (11) ”从 开始 照 光 到 到 达到 的 时 间 段 内 Q 被 还 原 的 次 数 
ABS/RC = My: 1/V,)* (1/9s,) (12) ”单位 反应 中 心 吸收 的 能 量 ( 在 t=0 时 ) 
TR,/RC = Mo (1/V) (13) ”单位 反应 中 心 捕获 的 用 于 还 原 Q 的 能 量 (在 t=0 时 ) 
nn re ea et at (14) 单位 反应 中 心 捕获 的 用 于 电子 传递 的 能 量 (在 /二 0 时 ) 
PSI 反 应 中 心 ) 
DI,/RC = (ABS/RC) - (TR,/RC) (15) 单位 反应 中 心 耗 散 的 能 量 (在 :=0 时 ) 
RE, /RC = My (A/V) "Wes Pro (16) 单位 反应 中 心 传递 到 电子 链 末 端的 能 量 (在 t=0 时 ) 
Pr (=F, /F,,) = TR,/RC =(1-(Fy/Fy)) 07) 最 大 光化学 效率 
pega Veg = ET,/TR, = (1 - V,) (18) ”捕获 的 光 能 用 于 Q 下游 电子 传递 的 量子 产 额 
ee Pr = ET, /ABS = (1 - V,)*(1- V,) (19) 吸收 的 能 量 用 于 电子 传递 的 量子 产 率 
ôk = RE /ET,=[1- (F/F) a-v) (20) 电子 传递 的 能 量 能 传递 到 电子 链 末 端的 量子 产 额 
Pr = RE, /ABS=[1- (F/F) Aa- 21) 吸收 的 能 量 能 传递 到 电子 链 末 端的 量子 产 额 


ABSICS,, = Fy (22) ”单位 受 光 截面 吸收 的 能 量 (在 t=t#iy 时 ) 
TR,/CS,, = po,° (ABSICS,) (23) 单位 受 光 截面 捕获 的 用 于 还 原 Q, 的 能 量 (在 t=#ivw 时 ) 
比 活性 参数 (单位 ee a ee 
SRT) ET/CS„= Qpo* Pro" (ABSICS,, ) (24) FALSE GAR TATA AY H F E TAER AEE CE t= tht) 
"st JUAN IH 
DI,/CS,,= (ABSI/CS,,) - (TR,/CS,,) 25) 单位 受 光 截 面 耗 散 的 能 量 ( 在 t=tiw 时 ) 
RE,/CS, = pe Pro' (ABSICS,,) 26) 单位 受 光 截 面 传 递 到 电子 链 末 端的 能 量 ( 在 1=tiw 时 ) 
RCICS,, = Op, — (V,/My)* (ABSICS,,) 27) 单位 受 光 截面 的 反应 中 心 密度 
反应 中 心 密度 i f 
Pac = RC/(ABS+RC) (28) 一 个 PSI 叶 绿 素 分子 作 为 反应 中 心 的 概率 
RC Pro WEo 
vb Ab 6 = 基于 吸收 光 能 的 性 能 参 关 
性 能 指数 Pligs PA ioe Nima, 29 及 收 光 能 的 性 能 参数 
推动 力 DF pai = log(Pligs [5no/(1-oxo)]) 30) ”电子 传递 的 能 量 能 传递 到 电子 链 末 端的 的 推动 力 


2.3.2 ERD 

主 成 分 分 析 (Principal Component Analysis, 
PCA) 以 多 变量 数据 为 处 理 对 象 ， 旨 在 利用 “ 降 
维 ” 的 思想 ， 把 多 指标 转化 为 少数 几 个 综合 指 
br, HEF OJP 曲线 的 JP- 测定 参数 数量 较 多 ， 
且 有 些 参数 之 间 存 在 高 度 的 相关 性 ， 从 而 增加 了 
问题 分 析 的 复杂 性 。 因 此 利用 PCA 将 数据 从 高 
维 空 间 转 向 低 维 空间 ， 便 于 进一步 对 不 同 气 素 处 
理 和 不 同 叶 位 叶片 荧光 参数 进行 统计 分 析 。 
2.3.3 数据 处 理 与 分 析 

对 不 同 氮 素 处 理 水 平 下 不 同 叶 位 的 叶片 生化 
人 参数， 采用 最 小 显著 差异 法 (Least Significant 
Difference, LSD) 检验 显著 性 差异 (P< 0.05)。 


注 : RC 为 反应 中 心 ; CS 为 截面 ; ABS 表 示 吸 收 ; TR 表示 捕获 ; ET 为 电子 传递 ; DI 为 热 耗 散 ; RE 为 还 原 末端 电子 受 体 


JIP- 测 定 参数 的 PCA、 生 化 参数 和 荧光 参数 之 间 
的 相关 性 分 析 以 及 显著 性 分 析 均 采用 SPSS Sta- 
tistics 19 软件 (IBM Corporation, USA). 


3 结果 与 分 析 


3.1 油菜 冠 层 生化 参数 的 垂直 异 质 性 


油菜 苗 期 中 期 各 个 叶 位 下 叶片 的 叶绿素 含量 
(C,) 、 类 胡萝卜 素 含 量 (Co). WRASSE 
卜 素 含量 的 比值 (CC) 、 叶 绿 素 a 和 叶绿素 b 
含量 的 比值 (Chl a/b)、 干 物质 含量 (C,) 以 及 
水 分 含量 (C) 的 变化 结果 如 图 1 所 示 。 可 以 看 
到 ， 上 述 生 化 参数 值 在 不 同 叶 位 的 叶片 上 均 发 生 
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了 显著 的 变化 ， 即 垂直 异 质 性 ， 且 不 同 氮 素 处 理 
水 平 下 它们 垂直 空间 上 的 变化 基本 一 致 。 具 体 
地 ， 油 菜 叶片 叶绿素 (图 1 (a) ) MHS bh 
(图 1 b) ) 含量 从 底部 到 顶部 呈现 开口 向 下 抛 
物 线 型 的 变化 , 干 物质 (图 1 (e) ) 和 水 分 
(图 1 (f) ) 含量 则 呈现 开口 向 上 抛物 线 型 的 变 
化 ， 说 明 在 冠 层 垂直 空间 水 平 上 中 叶 (L3~L5) 
的 叶绿素 、 类 胡 葛 小 素 含 量 最 高 ， 干 物质 和 水 分 
含量 则 最 低 ， 而 基 叶 (L1, L2) 相 较 于 项 叶 
(L6、L7) 具有 更 高 的 叶绿素 、 水 分 含量 和 较 低 
的 类 胡 葛 卜 素 、 干 物质 含量 。 由 于 基 叶 一 定 程 度 
上 会 受到 遮蔽 ， 其 接受 的 光 强 相对 顶 叶 较 少 ， 因 
此 其 所 需要 用 来 进行 光 保 护 的 类 胡 葛 卜 素 相 对 就 


w 
a 


Coxw(hg'mol) 
N 


bs 
On 


oo 


C,c/(ug:mol!) 
an 


上 


N 


L1 L2 L3 L4 


(b) KHS hE 


(c) 叶绿素 /类 胡 蓝 卜 素 


少 ， 日 其 干 物质 需要 向 上 部 新 叶 转 运 而 较 低 。 特 
HWE, IEA AA N1) 的 基 叶 叶绿素 和 类 胡 
葛 卜 素 含 量 均 高 于 缺 氮 组 (NO) 和 过 所 组 
(N2)， 而 其 中 叶 的 叶绿素 、 类 胡萝卜 素 、 干 物 
质 、 水 分 含量 则 均 为 最 低 。 此 外 ， 顶 叶 的 叶绿素 
含量 随 着 施 氮 量 增加 有 下 降 的 变化 趋势 。 这 一 结 
果 表 明 氮 素 胁迫 虽然 对 油菜 冠 层 内 生化 参数 的 垂 
直 分 布 模式 没有 显著 的 影响 ， 但 在 缺 氮 的 情况 
下 ， 油 菜 吸 收 的 氮 素 会 优先 分 配给 顶 叶 以 满足 其 
生长 需求 的 ， 而 氮 素 充足 的 情况 下 则 会 不 断 供 
应 更 多 的 顶部 新 叶 生长 ， 从 而 出 现 了 缺 氮 组 顶 叶 


叶绿素 含量 较 高 的 情况 。 
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注 :同一 叶 位 的 相同 字母 表示 不 同 气 素 处 理 在 0.05 水 平 上 无 显著 差异 (P>0.05,LSD 检 验 ) 


图 1 3 种 气 素 处 理 ( 缺 乞 N0、 正 常 施 氮 N11、 过 量 施 氮 N2) 下 油菜 苗 期 中 期 各 叶 位 (L1~L7) 叶 片 的 生化 参数 变化 


Fig. 1 The variations of biochemical parameters of oilseed rape leaves in the different positions (L1—L7) under three nitrogen 


treatments (no N—NO, normal N—N1, and excessive N—N2) at the middle seedling stage 


叶绿素 与 类 胡萝卜 素 含量 的 比值 (图 1 (c) ) 


反映 了 顶 叶 的 叶绿素 含量 较 少 而 类 胡萝卜 素 含 量 


从 底部 到 顶部 呈现 较为 显著 的 下 降 趋势 ， 进一步。 ” 较 高 的 特点 ， 基 叶 则 反之 。 叶 绿 素 含量 与 类 胡 茧 
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卜 素 含量 的 比值 有 效 反映 了 光 保 护 叶 黄 素 循环 响 
应 “2 ， 说 明 在 吸收 光 能 较 多 的 顶 叶 中 具有 更 活 
跃 的 叶 黄 素 循环 进行 光 保护 。 此 外 ， 随 着 施 扼 量 
的 增加 ， 比 值 也 逐渐 减 小 ， 这 一 结果 也 表明 了 叶 
绿 素 与 类 胡萝卜 素 合 量 的 比值 与 叶 位 ( 叶 龄 )、 
施 氨水 平均 具有 潜在 的 良好 线性 关系 。 叶 绿 素 
alb 反 映 了 天 线 尺寸 的 大 小 ， 植 物 通 过 调整 叶 绿 
素 a/b 来 适应 不 同 光 强 或 氮 素 供应 的 环境 。 在 基 
叶 中 叶绿素 a 和 叶绿素 b 含 量 的 比值 (图 1 (d) ) 
显著 低 于 中 叶 和 顶 叶 ， 且 在 各 个 叶 位 中 基本 都 是 
随 着 施 气量 的 增加 而 增加 ， 这 反映 了 基 叶 中 的 光 
合 系统 具有 更 大 的 天 线 尺 寸 ( 捕 光 色 素 叶 绿 素 b 
所 占 的 比例 大 ) 以 适应 较 低 的 外 界 光 强 *。 


3.2 基于 JIP- 测 定 参数 的 油菜 冠 层 光合 生 
理 垂 直 异 质 性 


以 LI1 底 叶 的 各 个 JIP- 测 定 参 数值 为 基准 ， 赋 


ell 一 一 L2 se 13 -014 eS 一 上 一 L6 ”一 一 L7 


值 为 1， 并 将 其 他 叶 位 的 参数 值 与 其 分 别 做 商 ， 
可 有 效 观察 到 油菜 各 个 叶 位 叶片 的 JIP- 测 定 参数 
差异 ,不 同 氮 素 处 理 水 平 下 的 结果 如 图 2 所 示 。 
3 个 氮 素 水 平 中 均 出 现 较 为 显著 变化 的 参数 是 
DF yas Prox 有 BRC、S 和 N， 它 们 在 项 叶 中 出 现 
了 极 小 值 ， 说 明 在 顶 叶 中 的 电子 链 末 端 性 能 最 
弱 。 缺 氮 组 (NO) 和 正常 氮 组 (N1) 中 顶 叶 单位 
反应 中 心 或 单位 受 光 截面 耗 散 的 热量 (D1,/RC 和 
D1,/CS,,) 均 为 最 大 ， 因 为 冠 层 中 各 个 叶 位 叶片 所 
吸收 的 光 能 随 着 叶 位 的 升 高 是 逐渐 增加 的 ， 顶 叶 
吸收 较 多 的 光 能 而 使 得 其 热 耗 散 也 较 高 。 但 这 个 
值 在 过 量 施 氮 组 (N2) 中 却 并 不 是 最 大 的 ， 这 可 
能 与 过 量 施 气 组 顶 叶 和 中 叶绿素 a 和 叶绿素 b 含 
量 的 比值 较 高 有 关 ， 天 线 尺寸 相对 较 小 ( 捕 光 色 
素 叶 绿 素 b 较 少 ) 使 其 捕获 的 光 能 并 没有 比 其 他 
叶 位 的 叶片 多 。 


=L] 一 一 L2 —e1L3 =8~—L4 一 “一 [L5 =8—16 -#17 


(a) N0 处 理 (b) NI 处 理 (c) N2 处 理 


图 2 3 种 气 素 处 理 下 油菜 苗 期 各 叶 位 叶片 的 JJP- 测 定 参 数 变化 雷达 图 


Fig. 2 Radar plot of important JIP-test parameters of rape leaves in the different leaf positions under three nitrogen treatments 


3.3 油菜 叶片 生化 参数 与 JIP- 测 定 参数 的 
相关 性 分 析 


为 进一步 研究 油菜 叶片 生化 参数 与 JIP- 测 定 
参数 之 间 的 潜在 联系 ， 对 两 者 进行 皮尔 逊 相关 性 
分 析 ， 所 得 结果 如 图 3 所 示 。 叶 绿 素 和 类 胡萝卜 
素 比 值 的 对 数值 与 JIP- 测 定 参 数 的 相关 性 较 比值 
本 身 有 所 提高 。C,、C/C,、 log (Cy/C,). Cn 
与 多 个 JIP- 参 数 之 间 存 在 较 高 的 相关 性 ， 而 Cer 
Chl alb 和 C, 等 与 JIP- 测 定 参 数 之 间 的 相关 性 较 


o E, Spo. Oro A DF iy SG CRAG BE BS 
的 高 度 正 相关 关系 (xr > 0.5, 已 < 0.01)，DF 
gws、PLss、S, 和 RE,/RC 与 叶绿素 和 类 胡 蓝 卜 素 
的 比值 和 其 比值 的 对 数 均 呈 显 著 的 高 度 正 相关 关 
系 ，4BSARC 与 干 物质 含量 呈 高 度 正 相关 关系 ， 
而 0 和 DRFw 则 与 其 呈 显 著 的 高 度 负 相 关 关 系 
(r< 一 0.5,，P<0.01)。 这 说 明 一 定 程度 上 提高 叶 
绿 素 含量 和 其 与 类 胡 葛 小 素 的 比值 将 显著 提高 原 
初 光化学 反应 中 电子 传递 到 PSI 传 递 链 末端 的 量 
子 产 额 和 推动 力 ， 而 干 物质 含量 过 高 和 水 分 含量 
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过 少 则 会 阻碍 电子 在 传递 链 中 的 传递 过 程 ， 因 为 
作为 最 初 电子 供 体 的 水 分 含量 减少 将 使 光合 作用 
中 水 电解 的 过 程 受 到 影响 。 


Ca Ce Chab Cg ‘108(Cap/Cee) 
-0.004 0.573** 
0.043 
| 0.045 
= 0.005 
0.057 
ET,/RC -0.014 -0.088 -0.029 0.112 0.098 
008 os osoon 
0.018 


0.483** 0.499** 


0.510** 0.518 
0.486 ** 0.535** 


YEo 
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QRo 
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TRo/CSm 
ETo/CSp 
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Plazs 
DF rotai 
RCCSn 0.128 

xc oee 3 E 


-0.010 0.005 -0.037 0.033 


0.455** 


in =7x9;*, P<0.05;**, P<0.01 


图 3 JIP- 测 定 参 数 与 生化 参数 关系 热 图 


Fig. 3 Heat map representation of correlations between JIP-test parameters 


and biochemical characteristics 


从 与 叶绿素 与 类 胡 葛 下 比值 的 对 数 (图 4 
(a) ~ 图 4 (c) )、 叶 绿 素 含 量 (图 4 (d) 一 图 4 
O ) 和 干 物质 (图 4 (g) ~ 图 4 G) ) 相关 性 
较 高 的 3 个 JIP- 测 定 参数 进行 线性 回归 的 结果 可 
以 看 到 ，3 个 生化 参数 均 与 Df, 具有 较 显 著 的 
线性 关系 (P < 0.0001), RE AMR AHH 
0.45、0.35 和 0.27。 结 合 不 同 叶 位 的 散 点 分 布 情 
况 可 以 看 出 ， 相 比 于 叶绿素 含量 和 干 物质 含量 ， 
叶绿素 含量 与 类 胡萝卜 素 含 量 比值 的 对 数值 能 
效 区 分 出 基 叶 和 顶 叶 ， 进 一 步 说 明了 DF, 参数 
具有 反映 光 保 护 叶 黄 素 循环 等 光合 生理 垂直 异 质 
性 的 潜能 。 


3.4 基于 PCA 的 JIP- 测 定 参数 聚 类 分 析 


通过 油菜 苗 期 中 期 叶片 IP- 测 定 参数 的 主 成 
分 分 析 ， 进 一 步 探 究 在 不 同 叶 位 和 不 同 氮 素 处 理 


0.059 0.057 -0.237 
0.426** 0.435*+ -0.048 


-oio (0228 
0.480** o 0.488 0.093 


下 叶片 光合 机 构 结构 和 功能 的 变化 规律 ， 结 果 如 
图 5 所 示 。 可 以 看 到 ，JIP- 测 定 参 数 的 分 布 基 本 
TEM SH PRE SNR. SEPP (Cluster 1 
All Cluster 3) 位 于 第 一 个 主 
成 分 (PCI) 上 ,一 个 
+Max (Cluster 2) 位 于 第 二 个 主 成 
分 (PC2) 上 。 结 合 每 一 簇 
中 JIP- 测 定 参数 的 生理 意义 ， 


可 以 发 现 它们 分 别 对 应 了 不 
0.188 同 的 光合 生理 过 程 : 光 能 吸 
收 和 捕获 阶段 (Cluster 1) 、 


电子 传递 和 热 耗 散 阶 段 
(Cluster 2) 和 电子 链 末 端 传 
递 阶段 (Cluster 3)。 进 一 步 


-0.081 0.125 0.379** 0.412** 0.350" 0.100 可 以 推 得 ，PCI1 可 对 应 PSI 


的 活性 ， 较 高 的 值 表示 较 高 
“Max 的 PSI 性 能 (高 电子 链 末 端 
传输 效率 ) ， 代 表 参 数 有 ww、 
5. RE,/RC #3 PC2 则 对 应 
PSII 活 性 ， 较 高 的 值 表示 较 
高 的 PSII 性 能 (高光 吸收 、 
光化学 和 电子 传输 效率 ) ， 
代表 参数 包括 ABSICS,,. Pror 


ET,/CS, 等 。 

从 不 同 氮 素 处 理 实验 组 的 聚 类 结果 可 以 发 
现 ， 随 着 施 氮 水平 的 提高 ， 聚 类 的 位 置 也 在 发 生 
改变 : RAHA (NO) 主要 位 于 第 三 、 四 象限 ， 
正常 施 氮 组 N1) 主要 分 布 在 第 二 、 三 和 四 象 
限 的 Cluster] 和 Cluster3 之 间 ， 而 过 量 施 氮 组 
N2) 则 主要 分 布 于 第 一 象限 的 Cluster2。 结 合 
JP- 测 定 参 数 分 析 可 知 ， 相 较 于 正常 施 所 ， 过 量 
施 所 组 油菜 叶片 具有 更 高 的 PSI 和 了 SI 性能， 而 
缺 毛 组 油菜 叶片 的 PSI 和 PSI 性 能 均 较 弱 ， 特 别 
是 在 光 捕 获 和 能 量 传递 阶段 ， 同 一 施 氮 水 平 下 ， 
随 着 叶 位 的 变化 ， 聚 类 的 位 置 也 发 生 了 变化 : Bil 
色 较 深 的 数据 点 所 代表 的 底部 叶片 (L1) 主要 分 
布 在 第 一 、 四 象限 ， 而 颜色 较 浅 的 数据 点 所 代表 
的 顶部 新 叶 (L7) 则 位 于 第 二 、 三 象限 ， 表 明 油 
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图 4 JIP- 测 定 参 数 与 生化 参数 的 回归 分 析 结 果 


Fig. 4 Linear regressions between JIP-test parameters and biophysical characteristics 


表 项 部 新 叶 较 底部 成 熟 的 叶片 在 PSI 性 能 上 有 显 
著 的 差异 ， 即 电子 链 末端 传输 效率 比较 低 。 
结合 图 3、 图 4 中 的 结果 ， 可 以 看 到 与 叶片 
生化 参数 具有 较 高 相关 性 的 JIP- 测 定 参 数 均 分 布 
在 反映 电子 传递 链 末 端 性 能 的 Cluster 3 内 ， 
其 中 DF 所 在 向 量 的 方向 正好 也 指向 叶 位 升 高 
的 方向 ， 这 也 与 图 1 (c) PRB DF pa 
是 电子 能 传递 到 电子 链 末 端的 推动 力 ， 通 过 计算 
公式 (30) 可 以 看 出 该 参数 由 PLss、6i, 两 个 参数 
计算 所 得 ， 这 同时 也 解释 了 PCA 结果 中 这 3 个 参 


数 之 间 的 夹 角 较 小 以 及 均 与 叶片 生化 参数 有 和 较 高 
的 相关 性 的 原因 。 进 一 步 推测 利用 DF 这 个 综 
合 性 能 参数 ， 可 以 有 效 地 用 于 油菜 冠 层 生 化 参数 
垂直 异 质 性 的 表征 。 


人 


4 编 化 


un 


ASABE FE FE BEAN FA RE BR REBAR SLT 
对 油菜 冠 层 生化 参数 垂直 异 质 性 的 检测 与 评估 ， 
得 到 以 下 研究 结 

(1) 苗 期 中 期 油 彝 冠 层 的 叶绿素 含量 、 类 明 
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图 5 基于 主 成 分 分 析 的 3 种 气 素 处 理 下 油菜 


苗 期 各 叶 位 叶片 JIP- 测 定 参 数 的 响应 变化 


Fig. 5 Response of JIP-test parameters of rape leaves in the different leaf positions under three nitrogen treatments 
based on PCA 


蔓 小 素 含量 、 干 物质 和 水 分 含量 均 呈 抛物 线 型 的 
垂直 分 布 ， 而 叶绿素 /类 胡 葛 卡 素 具有 与 其 他 生 
化 参数 不 同 的 垂直 分 布 模式 ， 其 随 着 叶 位 升 高 和 
施 氮 量 的 增加 逐渐 下 降 ， 且 与 荧光 参数 PDF 
0 和 REARC 的 垂直 分 布 模式 相同 。 

(2) 荧光 参数 对 油菜 叶片 生化 参数 中 的 叶 绿 
素 / 类 胡 葛 下 、 叶 绿 素 和 王 物 质 含 量具 有 相对 较 
强 的 评 佑 能力。 其中， 电子 能 传递 到 电子 链 末 端 
的 推动 力 性 能 参数 PDF 与 叶绿素 与 类 胡 葛 小 素 
的 比值 、 叶 绿 素 含 量 均 具有 较 高 的 正 相 关 性 
(r>0.5, 已 < 0.01)， 与 干 物质 含量 则 呈 显 著 的 负 
相关 (r<-0.5, P<0.01). 

Se eee re Se ei 
PSI 和 PSI 性能， 通过 pw 和 REARC 等 荧光 参数 
可 以 有 效 评估 氮 素 胁迫 。 而 不 同 叶 位 则 在 PSI 性 
能 即 电子 末端 传递 效率 上 具有 显著 的 差异 ， 葡 光 
参数 DF, 可 以 有 效 表征 冠 层 生 化 参数 的 垂直 异 
质 性 。 


RRS, MP ERR RIED AR HI (EA — ph 
评估 作物 生化 参数 垂直 异 质 性 有 效 的 替代 方法 ， 
为 实现 基于 高 通 量 表 型 技术 的 作物 生长 信息 监测 
提供 了 思路 和 技术 支撑 。 拟 进一步 对 不 同 生 长 期 
的 油菜 冠 层 内 生化 参数 进行 表征 ， 实 现 油菜 全 生 
育 期 的 生化 参数 垂直 分 布 监测 。 
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Vertical Heterogeneity Analysis of Biochemical 
Parameters in Oilseed Rape Canopy Based on Fast 
Chlorophyll Fluorescence Technology 


ZHANG Jiafei”, WAN Liang'’, HE Yong'”’, CEN Haiyan 
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3. State Key Laboratory of Modern Spectroscopic Instruments, Zhejiang University, Hangzhou 310027, China) 


Abstract: Accurate acquisition of crop canopy biochemical information is of great significance for monitoring crop growth and 
guiding precise fertilization. Previous vertical distribution researches of crop biochemical information were mainly based on hy- 
perspectral inversion, which was lack of the association of plant photosynthesis physiology. This study mainly investigated the 
vertical distribution characteristics of biochemical parameters such as chlorophyll, carotenoid, dry matter, and water content in 
the oilseed rape canopy under different nitrogen treatments at the mid-seedling stage. The photosynthetic performance of leaves 
was measured by using fast chlorophyll fluorescence technology, and linear regression and principal component analysis were 
further implemented to explore the internal relationship between fluorescence response and biochemical parameters. The results 
showed that: (1) The chlorophyll content, carotenoid content, dry matter and water content of the rape canopy at the mid-seed- 
ling stage all showed a parabolic vertical distribution, while the ratio of chlorophyll to carotenoids content gradually decreases 
with the leaf position and nitrogen treatments, which was the same as the vertical distribution pattern of fluorescence parameters 
such as driving force comprehensive performance (DF pu) and end electron chain quantum yield (g,,) and other fluorescence pa- 
rameters could be used to diagnose nitrogen stress; (2) JIP-test parameters, especially DF had a good performance to evalu- 
ate the chlorophyll/carotenoids, chlorophyll and dry matter content of oilseed rape leaves; (3) Nitrogen deficiency would weak- 
en the PSII and PSI performance of oilseed rape leaves at the mid-seedling stage, and the maximum photochemical efficiency 
(g,,) could be used to diagnose nitrogen stress. There was a significant difference in the PSI performance, namely electron trans- 
fer efficiency at the end acceptors of leaves in the different leaf position, hence the comprehensive performance parameter DF prar 
could be an effective characterization of the vertical heterogeneity of canopy biochemical parameters. These findings indicated 
the feasibility of applying the rapid chlorophyll fluorescence technology to crop biochemical information heterogeneity monitor- 
ing and provided new ideas and technical support for guiding precise fertilization and achieving high-quality and high-yield. 


Key words: fast chlorophyll fluorescence transient; JIP-test; vertical heterogeneity; chlorophyll; carotenoid; nitrogen 
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